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は、アラキドン酸がシクロオキシゲナーゼによって PGH2に変換され、さらに PGD 合成酵素の
作用によって産生される 4）。PGD合成酵素には、主に脳に存在するリポカリン型（L-PGDS）と
末梢の炎症細胞に存在する造血器型（H-PGDS）の 2 種類が報告されている 5）。肥満細胞に存在










PGD2は 2種類の異なった機能的受容体であるプロスタノイド DP受容体と chemoattractant 
receptor homologous molecule expressed on Th2 cells（CRTH2）に結合することが報告されて



















延長を誘導すること 41）、樹状細胞を活性化して間接的に Th2細胞への分化を誘導すること 42）が
知られている。以上のように、プロスタノイド DP 受容体のアレルギー炎症における役割は明確
ではない。 
S-5751（Fig. 1A）および pinagladin（Fig. 1B）は塩野義製薬（株）で創製された経口投与可














Fig. 1   Chemical structures of S-5751 and pinagladin 
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タノイド IP受容体（プロスタグランジン I2受容体）およびプロスタノイド EP2受容体（プロス
タグランジン E2受容体 EP2サブタイプ）に対する作用を検討し、両化合物がプロスタノイド DP
受容体に対して高い選択性を有することを報告している 43,44）。しかしながら、S-5751 および
pinagladinのプロスタノイドFP受容体（プロスタグランジンF2α受容体）、プロスタノイドEP1、




DP 受容体拮抗薬である S-5751 および pinagladin も、他のプロスタノイド受容体に対する結合
活性を示す可能性がある。本章では、種々のヒトプロスタノイド受容体安定発現株を用いて、
S-5751 および pinagladin のプロスタノイド受容体に対する選択性について検討を行った。同時








hept-5-enoic acid （ S-5751 、 Fig. 1A ）、 (Z)-7-[(1R,2R,3S,5S)-2-(benzothiophen-3- 
ylcarbonylamide)-10-norpinan-3-yl]hept-5-enoic acid（pinagladin、Fig. 1B）および[3H](+)-S-145
（プロスタノイド TP 受容体作動薬）は、塩野義製薬（株）において合成したものを使用した。
PGD2、PGE2、PGF2α、3-isobutyl-1-methylxanthine（IBMX）および triton Xは Sigma Aldrich
（St. Louis、MO、USA）より購入した。[3H]-PGD2、[3H]-PGF2αおよび[3H]-PGE2は、Perkin Elmer 
Life and Analytical Science Inc.（Waltham、MA、USA）より購入した。さらに、[3H]-iloprost
（プロスタノイド IP受容体作動薬、GE Healthcare UK Limited、UK）、carbacyclin（プロスタ
ノイド IP受容体作動薬、Biomol International LP、Plymouth、PA、USA）、G418硫酸塩（ネ
オマイシン耐性細胞選択試薬、Nacalai Tesque、Kyoto、Japan）、Fluo-3 / AM（蛍光イオンイン





ヒトプロスタノイド EP1、EP2、EP3、EP4 および FP 受容体 cDNA を挿入した遺伝子発現













予め採血量の 1/10の 3.8% クエン酸ナトリウムを添加したシリンジで健常人から採血し、180 
xg、10 分間室温で遠心し、上層の platelet rich plasma 層を採取した。得られた platelet rich 
plasmaを wash buffer（100 mM NaCl、5 mM KCl、2 mM CaCl2、1 mM MgCl2、30 mM trisodium 





PRPを 2,300 rpmで 22分間遠心して回収した血小板および PBSで洗浄された各種プロスタ
ノイド受容体安定発現株を、氷冷したメンブレンバッファ （ー2 mM ethylenediaminetetraacetic 
acid（EDTA）、0.25 M sucrose、0.5 mM p-amidinophenyl methansulfonyl fluoride（p-APMSF）











EP3および EP4受容体に対する拮抗活性を確認した。細胞は加温後、0.5 mMの IBMXを加え、
5分後に種々の濃度の pinagladinを添加して 10分間インキュベーションした。その後、100 nM
の PGD2（washed platelet）、carbacyclin（washed platelet）あるいは PGE2（各種プロスタノ
イド受容体安定発現株）で 2分間刺激した。インキュベーション終了後、直ちに 1 N HClで反応
を停止し、1.2%の Triton Xで細胞を破砕した。上清を回収し、上清中の cAMP濃度を cAMP femto 
2（Cisbio International、Codolet、France）を用いて測定した。各種プロスタノイドに対する拮
抗活性は、pinagladinによる cAMPの阻害曲線より算出した 50% cAMPの上昇阻害濃度（IC50
値）として示した。 
 
2.7 各種ヒトプロスタノイド受容体安定発現株を用いた Ca2+流入阻害実験 
S-5751およびpinagladinのCRTH2に対する拮抗活性とpinagladinのプロスタノイドEP1、
FP受容体に対する拮抗活性を調べるために、Ca2+流入阻害試験を行った。すなわち、各種ヒトプ
ロスタノイド受容体安定発現株を、4 µM Fluo-3 / AM（Dojindo Laboratories）、4% Pluronic F-127
（ AnaSpec Inc. ） お よ び 1% bovine serum albumin （ BSA ） と 20 mM 
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazine- ethanesulfonic acid （HEPES）および 1 mM probenecidを
含有した Hanks’溶液を混合して作製した Ca2+ loading bufferで懸濁し、室温で 30分間インキュ
ベートした。続いて、室温で様々な濃度の S-5751あるいは pinagladinを細胞に添加し、5分間
インキュベートした後、100 nMの PGD2、3 nMの PGE2あるいは 100 nMの PGF2αで刺激した
際に放出される 480 nm の蛍光波長をハイスループットセルイメージャー（FDSS3000、
Hamamatsu Photonics K.K.、Hamamatsu、Japan）を用いて測定した。各種プロスタノイドに






本章 2.4 項で示した方法で調製した細胞膜画分を 50 mM Tris-HCl buffer（pH7.4、10 mM 
MgCl2含有）中で、種々の濃度の S-5751あるいは pinagladinの存在下あるいは非存在下に、ト
リチウム標識した各種プロスタノイド受容体結合リガンド（Table 1および Table 2に示す）を添
加し、室温で 60分間インキュベートした。インキュベート終了後、反応液をガラス繊維濾紙（GF/C、
Whatman、Maidstone、UK）を用いて濾過し、数回洗浄後、濾紙に残った放射活性を液体シン
チレーションカウンタ （ーPerkinElmer Life Science、Norwalk、CT、USA）を用いて測定した。
非特異的結合を調べる目的で、過剰量（10µM）の非標識体の存在下で同様にインキュベートを行
った。特異的結合量は、全結合量から非特異的結合量を差し引くことよって求めた。S-5751およ









のプロスタノイド DP受容体への結合に対して強力な阻害作用を示し、その Ki値は 2.4 nMであ
った。また、S-5751は、プロスタノイド TP、FP、EP1、EP2、EP3および EP4受容体に対し、
結合活性を有し、そのうち最も強い結合活性を示したのは、プロスタノイド EP4受容体であった。
その Ki値は 90 nMであり、プロスタノイド DP受容体に対する結合と比較すると約 1/40と弱い
ものであった。CRTH2 についてはさらに細胞内カルシウムによる機能的な作用を検討したが、












その Ki値は 3.7 nMであった。プロスタノイド TP受容体への結合に対しても Ki値 380 nMと
結合活性を示したが、プロスタノイド DP受容体への結合と比較し、約 1/100であった。さらに、
pinagladinは、機能的なプロスタノイド DP受容体に対する作用であるWPでの cAMP上昇に対
しても強力な阻害活性を示し、IC50値は 5.6 nMであった。また、PGE2のプロスタノイド EP3
受容体を介した cAMP上昇作用に対して IC50値 2µMと軽度のシグナル阻害作用を示した。一方、
PGD2のCRTH2を介したCa2+流入反応、carbacyclinのプロスタノイド IP受容体を介した cAMP
上昇作用、PGF2αのプロスタノイド FP 受容体を介した Ca2+流入反応、PGE2のプロスタノイド
EP1受容体を介した Ca2+流入反応、PGE2のプロスタノイド EP2受容体を介した cAMP上昇作
































けた肥満細胞が遊離する様々な chemical mediator が鼻炎症状を惹起すると考えられている
16,46,47）。様々な chemical mediatorの中で、histamineは三大主徴をすべて再現できる 48）ことか
ら、重要な chemical mediatorと考えられ、実際、histamine H1受容体拮抗薬はアレルギー性鼻
炎の第一選択薬として汎用されている。しかしながら、histamine H1受容体拮抗薬はくしゃみお
よび鼻漏に対しては著効を示すが、鼻閉に対してはほとんど効果を示さない 49）。このことから、
鼻閉の発現には histamine以外の chemical mediatorが重要な役割を演じていると考えられる。
特に、PGD2、thromboxane（TXA2）、cysteinyl leukotirienes（CysLTs）、platelet activating factor
（PAF）、kininなどが容積血管の拡張および鼻粘膜毛細血管の透過性亢進を引き起こし、鼻閉を
惹起すると考えられる 50-52）。PGD2は抗原刺激を受けたアレルギー性鼻炎患者の鼻腔洗浄液中に
多量に検出される 53）。また、健常人に PGD2を点鼻投与すると強い鼻閉が誘発される 22）。さらに、
アレルギー性鼻炎患者の鼻粘膜においてプロスタノイド DP 受容体、およびもう一つの PGD2受
容体である CRTH2の強い mRNA 発現が認められている 54）。これまでに有村らは、モルモット
のアレルギー性鼻炎モデルを作製し、プロスタノイド DP受容体選択的拮抗薬である S-5751が抗
原暴露によって誘導される鼻腔抵抗の上昇をほぼ完全に抑制することを示している 44）。S-5751
以外に臨床で使われたことのあるプロスタノイド DP 受容体選択的拮抗薬である MK-0524 もヒ
トの PGD2誘発鼻閉症状を強く阻害することが報告されている 55）。一方、CRTH2およびプロス


















プロスタノイド DP 受容体拮抗薬として S-5751 を使用した。プロスタノイド TP 受容体作動
薬 U-46619（11a,9a-epoxymethano-PGH2）も塩野義製薬（株）において合成した。PGD2
（Funakoshi、Tokyo、Japan）、histamine dihydrochloride （histamine、Nacalai Tesque）、
ovalbumin（OVA、Sigma Aldrich）、pentobarbital sodium（Abbott、Abbott Park、IL、USA）
および gallamine triethiodide（Sigma Aldrich）は購入して使用した。histamineは直接、PGD2










































3.1 PGD2による鼻腔抵抗の上昇とプロスタノイド DP受容体拮抗薬の作用 
PGD2がプロスタノイド DP 受容体を介して直接鼻腔抵抗の上昇を誘発するかどうかを検討し
た。Fig. 2Aに示すように、非感作モルモットにおいて 0.3%の PGD2暴露は鼻腔抵抗をほとんど
上昇しなかった。一方、感作モルモットにおいては 0.3%の PGD2 暴露によって鼻腔抵抗は有意
に上昇した。PGD2 による感作モルモットの鼻腔抵抗は PGD2 の濃度に依存して上昇した（Fig. 
2B）。さらに、0.3% PGD2暴露による鼻腔抵抗の上昇は、S-5751の経口投与によって用量依存的




Fig. 2   Involvement of PGD2 and prostanoid DP receptor in the induction of increases in 
intranasal pressure of guinea pigs actively sensitized by repeated antigen inhalation 
Actively sensitized or non-sensitized guinea pigs were exposed to saline, 0.1% or 0.3% PGD2 
for 2 min (A, B and C). S-5751 or vehicle was orally administered 1 h before mediator 
exposure (C). Each value represents the mean ± S.E.M. of 6-8 guinea pigs. *, p<0.05 and **, 
p<0.01 vs. time-matched non-sensitized group (A), saline-challenged group (B) or 







検討を行った。Fig. 3Aおよび Bに示すように、非感作モルモットに対する 0.1%の histamineあ
るいは U-46619の暴露は有意に鼻腔抵抗を上昇した。この 0.1%の histamineおよびU-46619に
よる鼻腔抵抗の上昇は 10 mg/kgの S-5751によって全く抑制されなかった（Fig. 3Cおよび D）。
つぎに、感作モルモットに種々のケミカルメディエーターを暴露した際の鼻腔抵抗の変化につい













Fig. 3   Involvement of prostanoid DP receptor in increases in intranasal pressure by 
histamine (A and C) or U-466619 (B and D) in non-sensitized guinea pigs 
Non-sensitized guinea pigs were exposed to saline, histamine or U-46619 for 2 min, and 
intranasal pressure was measured. S-5751 or vehicle was orally administered 1 h before 
mediator exposure. Each value represents the mean ± S.E.M. of 6-8 guinea pigs. *, p<0.05 and 





Fig. 4   Involvement of prostanoid DP receptor in increases in intranasal pressure by 
histamine (A and C) or U-466619 (B and D) in actively sensitized guinea pigs 
Actively sensitized guinea pigs were exposed to saline, histamine or U-46619 for 2 min, and 
intranasal pressure was measured. S-5751 or vehicle was orally administered 1 h before 
mediator exposure. Each value represents the mean ± S.E.M. of 6-8 guinea pigs. *, p<0.05 and 










ットに単独では鼻腔抵抗の上昇を誘発しない濃度である 0.01%の histamine あるいは 0.01%の
U-46619とともに 0.3%の PGD2の共刺激を行ったところ、明らかに相乗的な鼻腔抵抗の上昇が誘
発された（Fig. 5Aおよび B）。これらの histamineあるいはU-46619と PGD2の同時暴露による
鼻腔抵抗の上昇は、10 mg/kgの S-5751投与によって有意に抑制された。S-5751による抑制率は
PGD2と histamine誘発鼻腔抵抗の上昇に対しては 83%、PGD2とU-46619誘発鼻腔抵抗に対し






Fig. 5   Synergistic enhancement of histamine (A)- or U-46619 (B)-induced increases in 
intranasal pressure by PGD2 in non-sensitized guinea pigs and the effect of S-5751 on the 
resulting increases in intranasal pressure (C and D) 
Animals were exposed to saline, 0.3% PGD2 and/or 0.01% histamine or 0.01% U-46619 for 2 
min, and intranasal pressure was measured. S-5751 or vehicle was orally administered 1 h 
before mediator exposure (C and D). Each value represents the means ± S.E.M. of 6-8 guinea 
pigs. *, p<0.05 and **, p<0.01 vs. time-matched PGD2 alone (A and B). #, p<0.05 and 
##, p<0.01 vs. time-matched histamine (A) or U-46619 alone (B). *, p<0.05 and **, p<0.01 vs. 









るいは他の chemical mediator によって誘発される鼻腔抵抗の上昇に対するプロスタノイド DP
受容体の関与について検討した。 
ヒトにおいて PGD2の鼻腔内暴露は、強力な鼻閉症状を誘発することが知られている。その作
用は同濃度において histamineより約 10倍、bradykininより約 100倍強力である 22）ことから、
鼻閉の発現に大きく寄与していると考えられる。PGD2 によって誘発されるヒト鼻閉は、プロス
タノイド DP 受容体拮抗薬である MK-0524 で強力に阻害されることから、本受容体の関与が明
らかである 55）。また、抗原の繰り返し暴露で能動感作したモルモットを抗原で刺激した際に認め
られる鼻腔内圧の上昇に対して、プロスタノイド TP受容体拮抗薬、histamine H1受容体拮抗薬
57）、CysLT受容体拮抗薬（pranlukast 30 mg/kg p.o.、未公表の成績）および platelet activating 
factor（PAF）受容体拮抗薬（CV-3988 10 mg/kg i.v.、未公表の成績）は部分的な抑制を示すに過
ぎないが、S-5751は 10 mg/kgの経口投与によってほぼ完全に鼻腔内圧の上昇を抑制する 44）。以
上の知見より、PGD2はプロスタノイド DP 受容体を介して、それ自身が直接鼻閉を惹起し、そ





明らかとなった。つぎに、他の chemical mediator による鼻閉発現に対するプロスタノイド DP
受容体の関与を、histamineとプロスタノイド TP受容体作動薬であるU-46619を用いて検討し
た。抗原の鼻腔内への繰り返し暴露によって能動感作したモルモットに histamine および























て、PGD2単独で誘発される鼻腔内圧の上昇は S-5751 1 mg/kg の投与で完全に抑制されたが、
histamineや U-46619との相乗作用による鼻腔内圧の上昇は S-5751 10 mg/kgの投与において







以上の成績より、PGD2はプロスタノイド DP 受容体を介して、単独あるいは histamine や















































実験には体重 32〜46 kg（平均 40 kg）の豚回虫抗原（Ascaris suum antigen）に自然感作さ
れた雌性ヒツジを使用した。動物はすべて感作抗原の吸入暴露によって即時性および遅発性の気
道収縮反応を発現し、抗原吸入後、carbachol エアロゾルの吸入によって気道過敏性（AHR）を








ニューモタコグラフ（Fleisch No. 1、Dyna Sciences Inc.、Blue Bell、PA、USA）を気道カテー
テルに接続して測定した。Transpulmonary pressureと気流速度を記録し、気流から積分して求
められる換気量と transpulmonary pressureとの変化からRLを算出し、気道収縮の指標とした。







（PBSで 20倍希釈、82,000 PNU/ml）、carbacholおよび LTD4の吸入は、医療用ネブライザー
（Raindrop、Puritan Bennett Co.、Carlsbad、CA、USA）に電磁弁と圧縮空気発生装置（20 psi）





2.0および 4.0 w/v%の carbachol/PBS溶液を 2.3.2項に示す方法で各濃度 10呼吸ずつ漸増的に吸
入させた際のRLを測定した。気道反応性は carbacholの累積用量-反応曲線より、RLを basal level
（PBS吸入）の400%まで上昇させるcarbacholの累積用量（provocative concentration of 400%、
PC400）を算出して求めた。carbacholの累積用量は、1 w/v%の carbachol溶液エアロゾルの 1呼




working channel に結合した 30 ml のシリンジを用い、39 ℃、pH7.4 に調整した Ca2+および
Mg2+を含有しない PBS溶液 30 mlの注入と吸引によって行った。各測定時間に、3箇所の細気管
支から BALFを回収してプールした（total 90 ml）。回収した BALFは 2枚のメッシュを通して
粘液を除去した後、hemocytometerに適量を滴下し、位相差顕微鏡によって総細胞数を計測した。







実験は Fig. 6に示すプロトコールに従って実施した。すなわち、実験に先立って 10頭の豚回
虫抗原に感作された羊の反応性を、豚回虫抗原暴露によって確認し、5頭ずつ 2群（Aおよび B）
に分割した（Table 3）。群の分割に際し、S-5751およびmontelukastの抗炎症作用に重点を置く
ため、遅発型気道反応（ late phase airway response、LAR）および気道過敏性（airway 
hyperresponsiveness、AHR）が同等の値となるよう考慮した。Table 3に示すようにスクリーニ
ング試験において即時型気道反応（early phase airway response、EAR）、LARおよび AHRの
いずれの測定値も Group Aおよび Group Bの 2群間に有意差は認められなかった。Fig. 6に示
すように、Group Aは vehicle（0.5%メチルセルロース）経口投与の試験を行った後、S-5751 30 
mg/kg（溶媒、0.5%メチルセルロース）経口投与の試験を行った。Group Bは S-5751 3 mg/kg
（溶媒、0.5%メチルセルロース）経口投与の試験を行った後に、montelukast 0.15 mg/kg 2回/
日、静脈内投与（溶媒、生理食塩水）の試験を行った。なお、S-5751の経口投与には経鼻胃投与
法を用いた 67）スクリーニング試験および本試験における最初の試験（vehicle および S-5751 
3mg/kg経口投与）と後続の試験（S-5751 30 mg/kg経口投与およびmontelukast投与）の間隔
は 3週間以上空けて行った。Fig. 6の timelineに示すように、薬物投与開始の 1～4日前に予め
carbacholに対する気道反応性と BALF中の炎症性細胞数の baseline値を測定した。薬物投与は 
抗原暴露 4日前から刺激 6日後まで連日行い、抗原暴露日においては、vehicleまたは S-5751を
2時間前に経口投与し、montelukastを暴露 30分前および 4時間後に静脈内投与した。抗原誘発
肺抵抗（RL）の測定については抗原暴露 2 時間および 30 分前、また、暴露 1、2、3、4、5、6、















S-5751が in vivoにおいて CysLT1受容体に作用していないことを確認するため、LTD4誘発
気道反応モデルにおける S-5751の作用を検討した。すなわち、3頭のヒツジに対し、吸入 4日前
より当日までの 5日間 30 mg/kgの S-5751を投与した。吸入当日の S-5751投与は抗原吸入試験
のプロトコールに従い、最初の LTD4吸入開始 2時間前に行った。薬物投与後、LTD4を 50、100











3.1 気道反応における S-5751の作用 
抗原誘発気道収縮反応および AHRにおける S-5751およびmontelukastの作用を検討した。
Fig. 7Aおよび Table 4に示すように、S-5751 3 mg/kg投与群は抗原誘発即時型気道収縮反応
（AUC0-4h）と遅発型気道収縮反応（AUC4-7.5h）を抑制しなかった。一方、S-5751 30 mg/kgお
よびmontelukast投与群においては即時型気道収縮反応を部分的に抑制し、遅発型気道収縮反応
をほぼ完全に抑制した（Fig. 7A、Cおよび Table 4）。両者の抑制の程度はほぼ同等であった。Fig. 
7Bおよび Table 4に示すように、S-5751 3 mg/kg投与群は抗原暴露 1日後の気道過敏性を全く
抑制しなかったが、抗原暴露 7日後の気道過敏性を部分的かつ有意に抑制した。一方、S-5751 30 
mg/kgとmontelukast 投与群においては抗原暴露 1日後および 7日後の気道過敏性をほぼ完全






Fig. 7   Effects of S-5751 and montelukast on the time-course of antigen-induced changes in 
lung resistance (RL) (A and C), and airway responsiveness to inhaled carbachol expressed as 
PC400 (B and D) 
Each value represents the mean ± S.E.M. of 5 sheep. Top: *, p<0.05 and **, p<0.01 vs. vehicle 
control (Time-matched statistical comparison). Bottom: *, p<0.05 vs. baseline, +, p<0.05 vs. 






3.2 抗原誘発炎症性細胞浸潤に及ぼす S-5751の作用 
Fig. 8に抗原暴露したヒツジの BALF中炎症性細胞数に及ぼす S-5751およびmontelukast
の作用を示す。抗原暴露 1日後では、baselineにおける細胞数と比べ、BALF中の総細胞数、マ
クロファージ数および好中球数の明らかな増加が認められ、この増加は 7日後においても維持さ
れた（Fig. 8A、Bおよび C）。S-5751 3 mg/kgの投与は、抗原暴露 1日後においてはこれらの細
胞浸潤に対して抑制傾向のみで有意な効果を示さなかったが、7日後においては総細胞数、マク
ロファージ数および好中球数のいずれに対しても有意な抑制作用を示した（Fig. 8A、BおよびC）。
一方、S-5751 30 mg/kgの投与は、抗原暴露 1日後より総細胞数を有意に抑制し、7日後におい
ては総細胞数、マクロファージ数および好中球数のいずれに対しても有意な抑制作用を示した
（Fig. 8A、Bおよび C）。また、montelukastの投与は、S-5751 30 mg/kgの投与と同様の抑制
効果を示した。今回の試験においては BALF中の好酸球数も測定した。baselineにおける好酸球
数は 2.6±1.9 x 103 cells/mlであるのに対し、抗原暴露 1日後では 8.2±3.5 x 103 cells/ml、7日








Fig. 8   Effects of S-5751 and montelukast on antigen-induced infiltration of inflammatory 
cells in sheep 
Data are expressed as a ratio of post-challenge values on day 1 and days 7 (after antigen 
challenge)/baseline. Values for total cells, macrophages, neutrophils and lymphocytes are 




3.3 LTD4誘発気道収縮反応に対する S-5751の作用 
種々の抗原誘発気道反応に対する S-5751とmontelukastの作用が類似していたため、S-5751
が in vivoにおいて CysLT1受容体に対して拮抗作用を示す可能性が懸念された。そこで、LTD4





Fig. 9   Concentration-response curves to inhaled leukotriene (LT) D4 with and without 
treatment with S-5751 
Animals were treated with 30 mg/ml S-5751 for 4 days and then on the fifth days 2 h before 








ら 38）や Spikら 68）が報告した抑制的なものではなく、Matsuokaらの報告 40）と同様に、気道炎
症を促進するものであった。 
本検討において、30 mg/kgの S-5751は抗原誘発後の EAR、LAR、抗原暴露 1日後の carbachol
に対する気道反応性の亢進、炎症性細胞の浸潤を有意に抑制したが、3 mg/kgではこれらの反応
を抑制しなかった。本検討における抗原暴露時のS-5751の血漿中濃度を測定したところ、3 mg/kg
投与群では 0.02 µM、30 mg/kg投与群では 0.36 µMであった。ヒツジ PRPを PGD2刺激した際
の cAMP上昇に対する S-5751の抑制作用は IC50値で 0.12 µMであった（成績には示さない）。3 
mg/kg投与では IC50値の 1/6の血中濃度であり、30 mg/kg投与では IC50値の 3倍の血中濃度で
あった。したがって、S-5751 3 mg/kg投与群において、抗原暴露 1日後までの気道反応が抑制さ
れなかった原因は、作用を発揮する薬物濃度に達していなかったためと考えられた。一方、抗原
暴露 7日後では、3 mg/kgの S-5751においても気道過敏性および炎症性細胞浸潤は有意に抑制さ
れた。抗原暴露直後の PGD2の大量放出の後も持続的に低濃度の PGD2が放出され、プロスタノ
イド DP 受容体を介して気道過敏性および気道への炎症性細胞浸潤の維持に寄与している可能性
が示唆される。事実、Liuら 69）は、喘息患者において抗原暴露 5分後および 19時間後の BALF
中の PGD2量を測定し、19時間後においても 5分後の 2/5程度ではあるが、健常人と比較して有
































































プロスタノイド DP受容体拮抗薬として S-5751および pinagladinを使用した。Prednisolone
は Sigma Aldrichより購入した。 
 
2.2 実験動物 
実験には体重 240〜400 gの雄性 Brown Norwayラット（日本チャールス・リバー、Yokohama、







実験は Fig. 10に示す実験プロトコールに従って行った。ラットは 100 µg OVAと 1 mg水酸
化アルミニウムゲルの混合液を day 0に腹腔内投与して感作した。Day 12、19、26および 33に
超音波ネブライザー（NE-U17、オムロン、Kyoto、Japan）を用いて 1% OVA生理食塩水溶液を
30 分間暴露した。陰性対照群には、1% OVA の代わりに生理食塩水溶液を同じスケジュールで











の S-5751 経口投与において 6.9%）、血中での消失時間も早い（S-5751 の経口投与において約 4
時間）ため、100 mg/kgを最高用量とし、1日 3回の経口投与を行った。Prednisoloneは 3 mg/kg
の用量で 1日 1回経口投与した。薬物投与は 3回目の抗原暴露日（day 26）から最終抗原暴露日




気道反応性の測定は有村らの方法 74）に従って行った。最終抗原暴露 24 時間後、sodium 
pentobarbital（80 mg/kg、i.p.）による麻酔下でラットの気管および頸静脈を切開し、カニュー
レを装着した。気道のカニューレに人工呼吸器（SN-480-7、シナノ、Tokyo、Japan）を接続し
て一定の空気を肺に送り（1回換気量 3 ml、換気回数 60回/分）、呼吸を維持するとともに、この
送気に必要な圧の変化を側枝に装着したトランスデューサ （ーTP-400T、日本光電、Tokyo、Japan）
で測定し、気道抵抗の指標とした。ベースラインの気道抵抗を測定した後、種々の濃度の
















気道における粘液分泌量の指標として enzyme-linked lectin assay法によりBALF中のmucin
量の測定を行った。96穴プレート（Immulon IV、Thermo Fisher Scientifin Inc.、MA、USA）
にBALFサンプルあるいはmucinの standard溶液を入れ、37 ℃で 2時間インキュベートした。
0.05% Tween 20を含む PBS溶液でプレートを洗浄した後、Block-Ace（大日本製薬、Osaka、
Japan）を入れ、37 ℃で 30分間インキュベートした。洗浄後、2.5 µg/mlのビオチン化 Jacalin
（Vector Laboratories、Burlingame、CA、USA）PBS溶液を入れ、37 ℃で 1時間インキュベ
ートした。さらにプレート洗浄後、PBS で 1,000 倍希釈した streptavidin-conjugated alkaline 
phosphatase（Jackson ImmunoResearch Laboratories、West Grove、PA、USA）を添加し、
室温で 30分間インキュベートした。洗浄後、p-nitropheniyl phosphate溶液（Sigma-Aldrich）





2.3.6 Real-time 定量 PCRによる肺組織中サイトカインおよびケモカインmRNAの測定 
最終抗原暴露の 6 時間後、ラットの肺左葉を摘出して即座に液体窒素で凍結し、RNA 抽出ま
で凍結保存した。肺の total RNA抽出は TRIzol Reagent（Invitrogen、CA、USA）および RNeasy 
Mini Kit（Qiagen、Hilden、Germany）を用いて行った。cDNA 合成には SuperScript III 
First-Strand Synthesis SuperMix（Invitrogen）を用いた。Real-time定量RT-PCRはABI PRISM 
7000 Real-time PCR System（Applied Biosystems、Tokyo、Japan）により SYBR Premix ExTaq
（Takara Bio、Shiga、Japan）を用いて 95 ℃、10分間、続いて 95 ℃、5秒間および 60 ℃、
34秒間を 40サイクル繰り返してmRNAの増幅を行った。各遺伝子発現の結果は、内因性標準遺
伝子である glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase（GAPDH）mRNAの発現量で補正した
後、陰性対照群における遺伝子発現の平均値に対する相対発現比で表した。本試験で用いた各遺





最終抗原暴露の 6時間後、ラットを sodium pentobarbitalによる麻酔下で PBSによる心臓還
流の後に 4%の paraformaldehydeを含む PBS溶液を還流して固定した。肺を摘出後、さらに 16






2.3.8 In situ hybridization（ISH） 
Anti-sens および sens cRNA プローブは、ヒト脳の QUICK-Clone cDNA（Clontech 
Laboratories Inc.、Mountain View、CA、USA）から増幅したラットのプロスタノイド DP受容
体の 399 bpから成る cDNAフラグメント（60-458、GenBank NM_022241）を用い、DIG RNA 
Labeling Kit（Roshe Diagnostics、Basel、Switzerland）によって合成した。前項において作製
した組織標本を脱パラフィン後、PBSで洗浄し、4 µg/mlの proteinase K（Roshe Diagnostics）
と 37 ℃、10 分間インキュベートして膜透過処理した。Hybridization には以前に報告された方
法 75）を用いた。すなわち、膜透過処理した組織標本をDIG標識された cRNAプローブで hybridize
した。未標識の cRNA プローブは RNase によって分解した。Hybridization 後、家兎血清で
blockingを行い、続いて anti-DIG sheep polyclonal抗体（Roshe Diagnostics）と共にインキュ
ベートした。染色は Vectastain Elite ABC Peroxidase Kit（Vector Laboratories、Burlingame、 
CA、USA）を用いて行った。組織標本の対比染色にはMayer's Hematoxylinを用いた。さらに、
細胞種の同定のために、マクロファージおよび単球特異的抗体である horseradish peroxidase











を用いてプロスタノイド DP受容体陽性細胞を染色した。核の対比染色には 1.5% methyl green




成績は平均値±標準誤差で表した。有意差検定は、2 群間の比較には Student’s t-test あるい






3.1 Acetylcholineによる気道過敏性に対するプロスタノイド DP受容体拮抗薬の作用 
抗原の繰り返し暴露は、生理食塩水の暴露と比較して acetylcholine に対する気道反応性の有
意な亢進を誘発した。プロスタノイド DP 受容体拮抗薬である S-5751（10 mg/kg および 100 
mg/kg）および pinagladin（100 mg/kg）は抗原誘発気道過敏性を有意に抑制した（Fig. 11Aお




Fig. 11   Effects of prostanoid DP receptor antagonists and prednisolone on bronchial 
hyperresponsiveness to acetylcholine in a rat asthma model 
The bronchial hyperresponsiveness was measured 24 h after the last challenge and was 
expressed as the AUC. S-5751 (A) and pinagladin (B) were administered orally three times a 
day for 8 days. Prednisolone (C) was administered orally once a day for 8 days. Each value 
represents the mean ± S.E.M. of 8 animals (S-5751), 5 (saline group)- 7 animals (pinagladin) 
and 9 (saline group)- 10 animals (prednisolone). V: vehicle control. *, p<0.05 and **, p<0.01 for 




3.2 抗原誘発炎症性細胞浸潤に対するプロスタノイド DP受容体拮抗薬の作用 
抗原の繰り返し暴露により、BALF中の好酸球、マクロファージ・単球および好中球数は生理
食塩水暴露と比較して有意に増加した。BALF中の好中球数は好酸球数の約 10倍であった（Fig. 
12）。S-5751は 10 mg/kgの経口投与によって BALF中の好酸球およびマクロファージ・単球の
増加を有意に抑制し、100 mg/kgの投与によって、好酸球、好中球およびマクロファージ・単球
の増加を有意に抑制した（Fig. 12A、Dおよび G）。また、pinagladin 100 mg/kgの経口投与も
同様に、BALF中の好酸球、好中球およびマクロファージ・単球の増加を有意に抑制した（Fig. 12B、
EおよびH）。一方、prednisolone 3 mg/kgは BALF中の好酸球の増加を有意に抑制したが、好








Fig. 12   Effects of prostanoid DP receptor antagonists and prednisolone on infiltration of 
inflammatory cells in lung in a rat asthma model 
The bronchial alveolar lavage fluids were collected 24 h after the last challenge. The number 
of various cells in bronchial alveolar lavage fluids was microscopically counted. S-5751 (A, D 
and G) and pinagladin (B, E and H) were administered orally three times a day for 8 days. 
Prednisolone (C, F and I) was administered orally once a day for 8 days. Number of 
eosinophils (A, B and C), macrophages/monocytes (D, E and F), and neutrophils (G, H and I) is 
shown. Each value represents the mean ± S.E.M. of 8 animals (S-5751), 5 (saline group)- 7 
animals (pinagladin), and 9 (saline group)- 10 animals (prednisolone). V: vehicle control. *, 
p<0.05 and **, p<0.01 for each drug-treated group vs. vehicle-treated group (Dunnett's test, A, 




3.3 気道における粘液分泌に対するプロスタノイド DP受容体拮抗薬の作用 
抗原の繰り返し暴露により、BALF 中の mucin 量は生理食塩水暴露と比較して有意に増加し
た（Fig. 13A、BおよびC）。Fig. 13AおよびBに示すように、S-5751（10 mg/kgおよび 100 mg/kg）
および pinagladin（100 mg/kg）は BALF中のmucin量の増加を有意に抑制した。一方、3 mg/kg




Fig. 13   Effects of prostanoid DP receptor antagonists and prednisolone on mucus secretion 
in lung in a rat asthma model 
The bronchial alveolar lavage fluids were collected 24 h after the last challenge. The volume 
of mucin in bronchial alveolar lavage fluids was measured by enzyme linked assay system. 
S-5751 (A) and pinagladin (B) were administered orally three times a day for 8 days. 
Prednisolone (C) was administered orally once a day for 8 days. Each value represents the 
mean ± S.E.M. of 8 animals (S-5751), 5 (saline group) - 7 animals (pinagladin), and 5 animals 
(prednisolone). V: vehicle control. *, p<0.05 and **, p<0.01 for each drug-treated group vs. 




3.4 抗原暴露による肺のサイトカインおよびケモカイン mRNA発現亢進に対する DP受容体拮
抗薬の作用 
抗原の繰り返し暴露により、肺の interleukin（IL）-4、interferon（IFN）-γ、IL-1β、IL-6、
CCL（CC Chemokine Ligand）11（eotaxin）および CXCL（CXC Chemokine Ligand）1（GRO-α） 
mRNAの発現は生理食塩水暴露群と比較して有意に亢進した（Fig. 14）。3 mg/kgの prednisolone
は IL-4および CCL11 mRNAの発現亢進を有意に抑制したが、100 mg/kgの pinagladinは抑制
しなかった（Fig. 14Aおよび C）。一方、100 mg/kgの pinagladinは IL-1β、IL-6および CXCL1 
mRNAの発現亢進を有意に抑制したが、prednisoloneはこれらの発現亢進を抑制しなかった（Fig. 







Fig. 14   Effects of pinagladin and prednisolone on production of cytokine and chemokine 
mRNA in lungs from a rat asthma model 
The lung specimens were isolated 6 h after the last challenge. Cytokine and chemokine mRNA 
was detected by a real-time PCR system. Pinagladin was administered orally three times a 
day for 8 days. Prednisolone was administered orally once a day for 8 days. Data of IL-4 (A), 
IFN-γ (B), CCL11 (C), IL-1β (D), IL-6 (E) and CXCL1 (F) are shown. Each value represents 
the mean ± S.E.M. of 4 animals. *, p<0.05 and **, p<0.01 for each drug-treated group vs. 




3.5 ラットの肺におけるプロスタノイド DP受容体の発現解析 
ラットの肺におけるプロスタノイド DP受容体mRNAの局在を ISHにて検討した。生理食塩
水暴露群においてはプロスタノイド受容体 mRNA の発現はほとんど観察されなかった（Fig. 
15A）が、抗原暴露群においては血管および細気管支周辺に局在する浸潤細胞にプロスタノイド
DP受容体の発現が認められた（Fig. 15B）。つぎに、プロスタノイド DP受容体の ISH染色と免
疫組織染色あるいは化学組織染色の共染色により、プロスタノイド DP 受容体発現細胞の同定を
試みた。その結果、プロスタノイド DP受容体の発現細胞の 86%は ED-1陽性のマクロファージ
あるいは単球であった（Fig. 15C）。また、4.9%は chromotrope 2R陽性の好酸球であった（Fig. 
15D）。一方、ED-1 陽性細胞に占めるプロスタノイド DP 受容体陽性細胞の割合は 18.2%、






Fig. 15   Rat prostanoid DP receptor mRNA expression in the lung of ovalbumin-induced 
asthma model and identification of rat prostanoid DP receptor mRNA expressing cells 
Prostanoid DP receptor mRNA was detected by in situ hybridization (ISH). Representative 
lung images were obtained by applying antisense probe from three ovalbumin-exposed rats 
(B) and three normal control rats treated with saline (A). The dark-brownish color signals 
developed with diaminobenzidine show prostanoid DP receptor mRNA. To identify the type of 
cells expressing prostanoid DP receptor mRNA, ISH/IHC （immunohistochemistry）double 
staining or ISH/chromotrope 2R histochemistry were performed. The dark-blue color signals 
developed with NBT（4-nitro-blue tetrazolium chloride）/BCIP（5-Bromo-4-chloro-3 -indolyl 
phosphate） were prostanoid DP receptor mRNA, and dark-brownish color signals developed 
with DAB（3,3'-Diamino Benzidine）substrate were macrophage/monocyte positive for ED-1 
antibody IHC (C) or eosinophils positive for chromotrope 2R histochemistry (D). Arrows 
indicate a typical double-positive cell with both the prostanoid DP receptor ISH and 
chromotrope 2R histochemistry. 
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プロスタノイド DP 受容体は喘息患者肺の気管支周囲（成績には示さない）および肺実質（Fig. 
16F）に浸潤した炎症性細胞において観察されたが、健常肺においては全く観察されなかった（Fig. 
16C）。形態的特徴からほとんどのプロスタノイド DP受容体陽性細胞はマクロファージあるいは





Fig. 16   Morphopathology/prostanoid DP receptor immunohistochemistry in human 
asthmatic lung 
Peribronchiolar and parenchyma in normal (A and B) and asthmatic lungs (D and E) were 
stained by H&E. The lung tissues in normal (C) and asthmatic (F) were also immunostained 
with anti-prostanoid DP receptor monoclonal antibody. The positive signals were detected as 
diaminobenzidine deposits of dark-brownish color, and the nuclei were counterstained with 











テロイドは、臨床的に気道過敏性 78,79）、好酸球および T細胞 69）の浸潤、Th2サイトカイン産生
69）および好酸球の生存 80）を抑制するが、好中球浸潤に対しては効果を示さない 81）ことが報告さ
れている。本検討においても、prednisoloneの経口投与は気道反応性の亢進、気道への好酸球浸
潤、肺における IL-4および CCL11 mRNAの発現増加を有意に抑制したが、気道への好中球浸潤
をほとんど抑制しなかった。したがって、治療薬の薬効プロファイルの観点からも本モデルは臨
床病態像に類似する。一方、プロスタノイド DP 受容体拮抗薬は気道過敏性および気道への好酸





























状発現に関与することが報告されている 85）。したがって、プロスタノイド DP 受容体拮抗薬は、
マクロファージや単球によるこれらの炎症性サイトカインおよびケモカインの産生を抑制するこ
とによって抗喘息作用の一部を発現する可能性が示唆される。本検討では、一部の好酸球にもプ
ロスタノイド DP 受容体の発現を確認した。Gervais らは PGD2のプロスタノイド DP 受容体を
介した作用により、好酸球の自発的なアポトーシスが抑制され、好酸球が生存延長することを報








かわらず、肺における IL-1β、IL-6 および CXCL1 の発現を抑制しなかった。したがって、マク
ロファージおよび単球の浸潤抑制作用において prednisoloneとプロスタノイドDP受容体拮抗薬
は異なったメカニズムを有していることが示唆される。 






























ント tumor necrosis factor（TNF） -α（Peprotech EC、Margravine、London、UK）、
(4S)-(3-[(3R,S)-3-cyclohexyl-3-hydroxypropyl]-2,5-dioxo)-4-imidazolidineheptanoic acid
（BW245C、Cayman Chemicals、Michigan、USA）、N-[2-(P-Bromocinnamylamino)-ethyl]- 




ヒト単球細胞株 THP-1細胞は American Type Culture Collectionから購入して使用した。細
胞は培養メディウム（10% FCS、10 mM HEPES、1.0 mMピルビン酸ナトリウム、0.05 mM 2-
メルカプトエタノール、100 U/ml ペニシリンおよび 100 µg/ml ストレプトマイシンを含む




THP-1細胞を培養メディウムに浮遊させ、48穴プレートに 4 x 105 cells/wellとなるように調







2.3.2 THP-1細胞のプロスタノイド DP受容体を介した cAMPシグナル解析 
THP-1細胞の浮遊液を 37 ℃に加温した後、0.5 mMの IBMXを添加し、5分間インキュベー
トした。さらに、10 µMの pinagladinあるいはメディウムで処置し、10分後に PGD2あるいは
BW245Cを添加した。10分間インキュベートした後、1 Nの HClで反応を停止し、1.2%の Triton 
Xで細胞を破砕した。上清を回収し、上清中の cAMP濃度を cAMP femto 2（Cisbio International）
で測定した。 
 
2.3.3 RT-PCR法を用いた THP-1細胞におけるプロスタノイド DP受容体の発現検討 
THP-1細胞から TRIzol試薬（Invitrogen Life Technologies）を用いて total RNAの抽出を行
った。 cDNA は random hexamer プライマーと逆転写酵素として Superscript reverse 
transcriptase III（Invitrogen Life Technologies）を用いて合成した。合成された cDNAを Takara 




① 98 ℃、1分間を 1サイクル 
② 98 ℃、10秒間、58 ℃、45秒間、72 ℃、1分間を 40サイクル（プロスタノイド DP受容体）
あるいは 30サイクル（β-actin） 




2.3.4 プロテインアレイによる THP-1 細胞からのサイトカインおよびケモカイン産生の網羅的
解析 
2.3.1項で示した方法で回収した培養上清中の IL-1β、IL-1 receptor antagonist （IL-1ra）、
IL-2、IL-4、IL-5、IL-6、IL-7、IL-8、IL-9、IL-10、IL-12p70、IL-13、IL-15、IL-17、eotaxin、
fibroblast growth factor （FGF） basic、granulocyte colony-stimulating factor （G-CSF）、
granulocyte macrophage colony-stimulating factor （ GM-CSF ）、 IFN-γ 、 interferon 
gamma-induced protein 10（IP-10）、monocyte chemotactic protein-1（MCP-1）、macrophage 
inflammatory protein （MIP）-1α、MIP-1β、platelet-derived growth factor-bb （PDGF-bb）、
regulated upon activation normal T-cell expressed and secreted （RANTES）、TNF-αおよび
vascular endothelial growth factor （VEGF）は、Bio-Plex Multiplex Human Cytokine 27-plex 
Assay Kitおよび Cytokine Reagent kit（Bio-rad Laboratories）を用い、Bio-Plex Suspension 




2.3.5 ELISAによるMCP-1および IL-8測定 




成績は平均値±標準誤差で表した。有意差検定は、2 群間比較には Student’s t-test あるいは 











イド DP受容体拮抗薬である pinagladinの前処置によって完全に抑制された（Fig. 17B）。さら







Fig. 17   Expression of mRNA and functional second signal for prostanoid DP receptor in 
THP-1 cells 
Expression of prostanoid DP receptor mRNA in THP-1 cells was determined by RT-PCR (A) in 
the presence (lane 1) or absence (lane 2) of RT, using total RNA isolated from THP-1 cells. As a 
positive control, prostanoid DP receptor cDNA inserted into vectors was amplified by PCR 
(lane 3). Elevation of cAMP level after stimulation with PGD2, and its inhibition by 
pinagladin were determined (B). THP-1 cells were stimulated by 10 μM PGD2 for 10 min with 
or without pre-treatment with 10 μM pinagladin. Each value represents means ± S.E.M. of 
three independent experiments. Significant differences were analyzed by Student's t-test. #, 
p<0.05 between vehicle-treatment and PGD2-treatment, ∗, p<0.05 and ∗∗, p<0.01 between 




3.2 THP-1 細胞からのサイトカインおよびケモカイン産生におけるプロスタノイド DP 受容体
の関与 
THP-1細胞を 10 µMの PGD2および BW245Cで 24時間刺激し、サイトカインおよびケモカ
インが産生されるか否か検討した。26種類のサイトカインおよびケモカインのいずれにも有意な
産生は認められなかった（成績には示さない）。一方、炎症性サイトカインである TNF-αで 24時
間刺激したところ、26種類中 IL-5および G-CSFを除く 24種類のサイトカインおよびケモカイ









Fig. 18   Production profiles of cytokines and chemokines in THP-1 cells induced by TNF-α 
alone (A) and by costimulation with prostanoid DP activator and TNF-α (B) 
THP-1 cells were stimulated by 10 μM PGD2 or 10 μM BW245C in the presence of 10 ng/ml 
TNF-α. Cytokine and chemokine levels in the supernatants collected 24 h after each 
stimulation were measured using a Bioplex assay kit. Each value represents the mean ± 
S.E.M. of 8 (A) and 3-4 (B) independent experiments. #, the value was calculated from values 
of 2 independent experiments (B). Significant differences were analyzed by Student's t-test. ∗, 
p<0.05, ∗∗, p<0.01 between vehicle and TNF-α-treatment (A). The relative percentage of 
cytokine and chemokine production following control stimulation with TNF-α alone 








れた。さらに、THP-1 細胞を TNF-αの存在下に種々の濃度の PGD2で共刺激したところ、3µM
および 10µMの PGD2刺激によって有意なMCP-1産生の増強が認められた（Fig. 19A）。PGD2
によるMCP-1産生増強作用の EC50値は 2.69 µMであった。つぎに、PGD2によるMCP-1産生
増強作用がプロスタノイド DP受容体依存的であるかどうか検討する目的で、pinagladinを用い
た実験を行った。その結果、10 ng/mlの TNF-α存在下に 3 µMの PGD2で共刺激するとMCP-1
産生が増強されるが、pinagladinの前処置によって濃度依存的かつ 10 µM以上の pinagladinの
処置により完全に抑制された（Fig. 19B）。その IC50値は 1.23 µMであった。さらに、PGD2に
よるMCP-1産生の増強作用は、プロスタノイド受容体選択的刺激薬である BW245Cを用いても
再現された。Pinagladinは BW245CによるMCP-1産生増強作用も濃度依存的かつ 30 µMでほ






Fig. 19   Effects of PGD2 (A) or BW245C (C) on TNF-α-induced MCP-1 production and 
inhibitory effects of pinagladin on the enhanced MCP-1 production by PGD2 (B) or BW245C 
(D) 
THP-1 cells were stimulated by various concentrations of PGD2 and BW245C in the presence 
or absence of 10 ng/ml TNF-α (A and C). THP-1 cells pre-treated with various concentrations 
of pinagladin were stimulated by 10 ng/ml TNF-α and 3 μM PGD2 (B) or 0.8 μM BW245C (D). 
MCP-1 levels in the supernatant collected 24 h after each stimulation were measured using 
ELISA. Each value represents the mean ± S.E.M. of 4-8 independent experiments (A and B, 
n=7-8, C, n=5, D, n=4). Significant differences between vehicle and TNF-α stimulation were 
analyzed by Student's t-test (##, p<0.01), and between TNF-α stimulation and combined 





3.4 プロスタノイド DP 受容体を介した MCP-1 産生増強作用における cAMP および protein 
kinase A（PKA）シグナル経路の関与 
THP-1細胞のプロスタノイド DP受容体を介した TNF-α誘導MCP-1産生の増強作用が、プロ
スタノイド DP受容体のセカンドシグナルである cAMPおよびその下流シグナルである PKA の
活性化を介するかどうかを検討した。THP-1 細胞を TNF-α存在下に cAMP のアナログである
db-cAMPで共刺激したところ、db-cAMPの濃度依存的にMCP-1産生増強作用が認められ、100 









Fig. 20   Involvement of cAMP/PKA signaling in prostanoid DP receptor-dependent 
enhancement of MCP-1 production 
THP-1 cells were stimulated by several concentrations of db-cAMP in the presence of 10 ng/ml 
TNF-α (A). The effect of H89 on TNF-α-induced MCP-1 production enhanced by PGD2 (B) or 
BW245C (C) in THP-1 cells was examined. THP-1 cells pre-treated with various 
concentrations of H89 were stimulated with 10 ng/ml TNF-α and 3 μM PGD2 (B) or 0.8 μM 
BW245C. MCP-1 levels in the supernatants collected 24 h after each stimulation were 
measured using ELISA. Each value represents the mean ± S.E.M. of 8 independent 
experiments (A, B and C). ##, p<0.01 between non-stimulated and TNF-α or db-cAMP 
single-stimulated group by Student’s t-test, ∗∗, p<0.01 vs. TNF-α single-stimulated group by 
Dunnett’s test (A). ††, p<0.01 between TNF-α single-stimulated and TNF-α and PGD2 (B) or 
BW245C (C) costimulated group by Student’s t-test, ∗, p<0.05, ∗∗, p<0.01 vs. TNF-α and PGD2 




3.5 PGD2による TNF-α誘導 IL-8産生の増強作用におけるプロスタノイド DP 受容体活性化シ
グナルの関与 
THP-1細胞の PGD2による TNF-α誘導 IL-8産生の増強作用においても、プロスタノイド DP
受容体を介して cAMP / PKAのシグナル経路が関与するか否かを検討した。Fig. 21Aおよび Cに
示すように、PGD2による IL-8産生増強作用は pinagladinおよび H89によって有意に抑制され
た。また、TNF-αによる IL-8産生は db-cAMPの共刺激によって有意に増強された（Fig. 21B）。








Fig. 21   Enhancement of IL-8 production by activation of prostanoid DP receptor 
Three effect of pinagladin on TNF-α-induced IL-8 production enhanced by PGD2 (A) or 
BW245C (D) was examined.THP-1cells pre-treated by 100 μM pinagladin were costimulated 
with 10 ng/ml TNF-α and 3 μM PGD2 (A) or 0.8 μM BW245C (D). Involvement of cAMP and 
PKA in IL-8 production was also determined using db-cAMP (B) and H89 (C). THP-1 cells 
were stimulated by 100 μM db-cAMP in the presence of 10 ng/ml TNF-α (B). H89 at 10 μM 
was pre-treated following stimulation with 10 ng/ml TNF-α and 3μM PGD2 (C). IL-8 levels in 
the supernatants collected 24h after each stimulation were measured using ELISA. Each 
value represents the mean ± S.E.M. of 4-8 independent experiments (A, n=4, B, n=8, C, n=7, D, 
n=8). Significant differences were analyzed by Student's t-test. ##, p<0.01 between vehicle 
stimulation and TNF-α (A, B, C and D) or db-cAMP (B) stimulation, ††, p<0.01 between single 
stimulation with TNF-α (A, C and D), PGD2 (A) or BW245C (D) and combined stimulation 
with TNF-α and PGD2 (A and C) or BW245C (D), ∗, P<0.05, ∗∗, P<0.01 vs. combined 







本章における検討では、ヒト単球系細胞株である THP-1 細胞がプロスタノイド DP 受容体
mRNA を発現していること、PGD2 あるいはプロスタノイド DP 受容体の選択的刺激薬である
BW245Cの刺激によって受容体の下流シグナルである cAMPの上昇が誘導され、その反応が受容

















































Fig. 22   Hypothetical model of MCP-1 and IL-8 produced by combined stimulation with 
PGD2 and TNF-α in THP-1 cells 
Following stimulation of prostanoid DP receptor, the cAMP/PKA pathway was activated. 
TNF-α might activate NF-κB and AP-1, and PGD2 might activate CREB via cAMP/PKA 
pathway. The formation of complex of these three transcription factors might induce 






















デル、およびヒト単球系細胞株 THP-1を用い、プロスタノイド DP受容体拮抗薬である S-5751
あるいは pinagladinの影響を検討した。 
 
第 1章では S-5751および pinagladinの種々のプロスタノイド受容体に対する選択性について
検討した。その結果、S-5751 および pinagladin のヒトプロスタノイド DP 受容体に対する親和
性は、他のヒトプロスタノイド受容体に対する親和性と比べ、それぞれ 40～3,000倍以上および
100～2,700 倍以上強力であることが明らかとなった。また、S-5751 はモルモット、ヒツジおよ


















した。その結果、S-5751は in vitro試験においてプロスタノイド DP受容体シグナルを充分に遮
断する血中暴露を促す 30 mg/kgの投与においてヒツジの EARを部分的に、LARを完全に抑制
した。また、3 0 mg/kgの S-5751は抗原暴露 1日後および 7日後の気道過敏性および気道炎症を
有意に抑制した。これらの抑制は CysLT 受容体拮抗薬である montelukast と類似していた。


























第 5 章ではヒトの単球系細胞株である THP-1 細胞からのサイトカインおよびケモカイン産生
に及ぼすプロスタノイド DP受容体拮抗薬の影響について検討した。THP-1細胞におけるプロス







IL-8産生増強作用は 100 µMの pinagladin処置によっても完全には抑制されず、プロスタノイド
DP受容体非依存的な反応も部分的に関与する可能性が示唆された。プロスタノイド DP受容体依
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AP-1：activator protein 1 
AUC：area under the curve 
BALF：bronchial alveolar lavage fluids 
cAMP：cyclic adenosine monophosphate 
CREB：cAMP response element binding protein 
CRTH2：chemoattractant receptor homologous molecule expressed on T-helper 
type 2 cells 
CysLTs：cysteinyl leukotirienes 
DAB：3,3'-diaminobenzidine tetrahydrochloride 
EAR：early airway response 
FEV1：forced expiratory volume in one second 
FGF：fibroblast growth factor 
G-CSF：granulocyte colony-stimulating factor 
GM-CSF：granulocyte macrophage colony-stimulating factor 
H&E：hematoxylin & eosin 
IC50：50% inhibition concentration 
IL：interleukin 
INF-γ：interferon-gamma 
IP-10：interferon gamma-induced protein 10 
ISH：in situ hybridization 
Ki：inhibition constant 








mRNA：messenger ribonucleic acid 
MCP-1：monocyte chemoattractant protein-1 
PAF：platelet activating factor 
PBS：phosphate-buffered saline 
PC400：provocative dose causing a 400% increase 
PDGF-bb：platelet-derived growth factor-bb 
PKA：protein kinase A 
PLA2：phospho lipase A2 
RANTES：regulated upon activation normal T-cell expressed and secreted 
RL：mean pulmonary flow resistance 
Th：T helper 
TNF-α：tumor necrosis factor-alpha 
 
